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第１章 序論 
 
1.1 研究の背景 
 
1.1.1 フロー分析法の開発 
 
薬学，医学，環境科学，工学などの分野では，多数のそしてしばしば危険な試料の分析が
求められる。したがって，試料の注入，試薬との混合・反応，検出，解析，表示などさまざま
な過程からなる分析操作を準閉鎖系・流れ系内で自動化することは，効率化，精度向上，安
全性向上，省力化のために重要である。 
フロー分析法（流れ分析法）は，自動連続分析法ともよばれ，流体の流れを利用した自動
分析法である。フロー分析法の原点は，Skeggs[1,2]により報告された気節分析法 segmented 
flow analysis (SFA) である。この方法の特徴は，流れ系内で試料 (液体) に空気を導入し，
その気節によって試料を細かいセグメントに分節する点にある。各セグメントは，伝統的な
バッチ分析法における個々の容器に対応するとみなすことができる。このセグメント内で試
料と試薬の混合と反応が促進され，さらに気節によって試料間の相互汚染，すなわちキャリ
ーオーバーを防ぐこともできる。しかし，この方法には空気の圧縮性による脈動の発生，気
節由来ノイズを防ぐために検出器直前に気液分離（脱気）過程を導入することによるシステ
ムの複雑化などの問題点があった。1975 年に  Ruzicka と Hansen によって報告されたフロ
ーインジェクション分析法 flow injection analysis (FIA) [3] は，空気分節を伴わないフロー
分析法で，不活性のキャリヤー溶液の中に一定微少量の試料を次々と注入し，一連の流れの
中で試薬との混合・反応を行ない，下流で検出する方法である。比較的安価なチューブやポ
ンプなどを用いて容易にシステムを構築することができ，高い効率・精度を得ることができ
る。その後，シーケンシャルインジェクション分析法 sequential injection analysis (SIA) [4]，
ビーズインジェクション分析法 beads injection analysis (BIA) [5]，ラボ-オン-バルブ法 lab-
on-valve system (LOV) [6]，マルチシリンジ FIA multi-syringe flow injection analysis 
(MSFIA) [7,8]，マルチポンピング分析 multi-pumping analysis (MPA) [9,10]，オールイン
ジェクション分析法 all-injection analysis (AIA) [11]，フィードバック制御フローレイショ
メトリー feedback-based flow ratiometry [12]など，FIA の発展型とも言えるさまざまな分
析法や新規原理に基づくフロー分析法が開発され，多くの成書[13-22]も刊行された。現在で
は，フローインジェクション分析講演会などの国内学会，International Conference on Flow 
Injection Analysis や Flow Analysis などの国際会議を通じて活発的な学術交流が行われ，年
間 1000 報を超える論文が公表されている[23-26]。 
日本では，1989 年に JIS K 0126「フローインジェクション分析方法通則」が制定され，
2009 年に JIS K 0126「流れ分析通則」へと改訂された[27]。2011 年 3 月には，JIS K 0170: 
「流れ分析による水質試験法」が制定され，アンモニア体窒素，亜硝酸体窒素及び硝酸体窒
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素，全窒素，りん酸イオン及び全りん，フェノール類，ふっ素化合物，クロム（VI），陰イオ
ン界面活性剤，シアン化合物の 9 項目が規格化された[28]。これを受け，2013 年に JIS K 
0102「工場排水試験方法」が改正され，JIS K 0170「流れ分析法による水質試験方法」が追
加された[29]。さらに，2014 年に流れ分析法が K0102 の一部として公定法として採用され
た。 
 
 
1.1.2 フロー分析法の特徴・利点 
 
一般的なフロー分析法の特徴・長所として，次の (1) ~ (6) などがあげられる。 
(1) Ruzicka らの最初の報告[3]では 1 時間あたり 150 ~ 200 試料の測定を行っている。試料
処理速度は反応系や検出法など実験条件により異なるが，1 時間あたり 30 ~ 60 試料が一
般的である。これはバッチ法に比べはるかに効率的である。 
(2) 操作は簡便であり，一旦，送液ポンプ，インジェクションバルブ，反応コイル，検出器な
どからなるシステムを構築すれば，試料や試薬を送液するだけでよく，オートサンプラー
も使用できる。さらに，コンピュータ制御により自動無人測定も可能である。 
(3) 一回の測定あたりに必要な試料や試薬の量はバッチ分析法に比べ大幅に少なくてよく，
このため廃液量も大幅に低減することができる。 
(4) 多様な前処理操作（カラム処理，溶媒抽出，気体透過，紫外線照射など）をシステムに組
み込むことができ，高機能化することが可能である。 
(5) 細管内準閉鎖系で一連の分析過程が実行されるため，試料や試薬からの実験環境汚染あ
るいは実験環境から試料へのコンタミネーションは非常に少ない。 
(6) 安定した送液が確保される限り，試料の導入，試薬との混合，検出などのタイミングが精
密に制御でき，さらに手分析とは異なって疲労を感じることもないので，高い精度の測定
が行える。精度はコンピュータ制御によりさらに高めることができる。 
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1.2 振幅変調多重化フロー分析法の原理と特徴 
 
1.2.1 振幅変調多重化フロー分析法（AMMFA）の原理 
 
振幅変調多重化フロー分析法 amplitude modulated multiplexed flow analysis (AMMFA)
は，フロー分析法に周波数解析の概念を導入した多成分同時定量法である[30]。複数の試料流
量を互いに周波数の異なる周期信号によって制御することで，試料中の目的成分の情報（濃
度など）が振幅変調される。変調された情報は液の合流によって多重化される。下流で得ら
れる分析シグナルは各試料流量の変動を反映した複雑な形状となるが，ロックイン検出や高
速フーリエ変換 fast Fourier transform (FFT)のような周波数解析を行うことで，各周波数成
分の振幅へと復調することができる[30-33]。この原理に基づくと，多情報を 1 つのフローシ
ステムに送り，1 種類の信号からそれぞれを同時に求めることができる。周波数が異なる制
御信号の数を増やすほど，これに応じた数の試料あるいは成分を同時測定することが可能で
ある。 
従来のフロー分析法で多成分同時定量を行う場合には，フロー系内への分離過程（ミニカ
ラムなど）の導入や，複数の流路への分割または複数の検出器からの信号取得（多チャンネ
ル化）が一般的であった。しかし，必然的にこれらのシステムは複雑となり，分析コストの
増大やトラブル発生頻度の上昇などの短所を伴う。AMMFA では，分離過程がなく，検出器
は 1 つのみの，単純かつ経済的なシステムで多成分同時定量が可能である。 
 
 
1.2.2 AMMFA のシステム 
 
AMMFA の基本的な流路構成を図 1.1 に示す。フロー系内に導入する複数の試料（S1及び
S2）の流量を，信号発生器 SG から供給される周波数の異なる複数の制御信号（Vc1及び Vc2）
によって変動させる。これによって各試料の情報を変調する。試薬 R との合流後，反応コイ
ル RC を用いて混合・反応を促進させた後，下流の検出器 D で測定する。検出信号 Vdをアナ
ログ／ディジタル交換器によってディジタル化したのち，コンピュータ PC に取得する。こ
れを周波数解析（ロックイン検出あるいは FFT）して Vc1 及び Vc2 に対応する周波数成分の
振幅を求め，それぞれの振幅から S1 及び S2 中の目的成分の定量を行う。周波数解析を行う
窓を時間と共に前方へと移動させることで，リアルタイムでの解析が可能である。 
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図 1.1 振幅変調多重化フロー分析法の流路構成 
 
 
1.2.3 AMMFA の特徴 
 
(1) フロー分析法に，情報の振幅変調や多重化，周波数解析による復調といった通信工学の手
法を導入した新規でユニークな分析法である。 
(2) コンピュータの利用により，一連の分析過程（制御，計測，解析，表示）の自動化が可能
である。 
(3) 比較的単純なシステム構成で，多試料・多成分の同時分析が行える。 
(4) 経済性かつ汎用性があり，さまざまな検出法との組み合わせが可能である。 
  
RC 
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1.3 リン  
 
リンは生体にとって必要不可欠であり，自然環境中に遍在する元素である。リン化合物は，
肥料，殺虫剤，機能材料（センサー，触媒，人工骨）など，広範囲にわたって利用されてい
る。また，水圏における富栄養化を引き起こすことがあり，生態系の破壊につながることが
ある。その一方で，リン資源（リン灰石など）は近い将来枯渇することが危惧されている[34]。
このような背景のもと，自然界のリンサイクルを把握するために，信頼性の高いリン定量法
の開発が強く求められている。 
環境中において，リンは溶存反応性リン（リン酸イオン），溶存縮合リン，溶存有機リンな
ど様々な形で存在している[35]。リン酸の定量法としては，吸光光度法[36-39]，蛍光光度法
[40,41]，化学発光分析[42,43]，誘導結合プラズマ発光分析法[44]，ポテンショメトリー[45]，
ボルタンメトリーおよびアンペロメトリー[46]など，多数報告されている[35,47-49]。これら
のうち最も一般的な吸光光度法でリン酸イオンを定量する場合，呈色反応に先立って各種化
学形態のリンをリン酸イオンへと変換する煩雑で時間を要する前処理が必要である[50,51]。 
 
 
1.4 本研究の目的 
 
本研究室のこれまでの研究[30, 31]では，振幅変調多重化フロー分析法（AMMFA）を提案
し，そのシステムを構築して o-フェナントロリン法による Fe2+の定量やチオシアン酸水銀法
のよるハロゲン化物イオンの定量へと応用した。これらの研究により，AMMFA の原理の妥
当性が示された。本研究では，AMMFA をさらに発展させた気節‐非相分離 AMMFA を開発
し，リン酸イオンの高感度定量へと応用した。まず，リン酸イオンの呈色反応として一般的
なモリブデンブルー法よりも高感度なマラカイトグリーン（MG）法を，周波数解析法として
ロックイン検出法をそれぞれ採用し，フロー分析システムの構築と基本的分析条件の最適化
を行った。分析性能を評価し，共存物質の影響について検討した後，実試料（河川水）の分析
へと応用した。次に，さらなる高感度化と多重化による多試料同時分析をめざして気節‐非
相分離 AMMFA を開発した。すなわち，AMMFA に空気分節法を導入し，試料分散による振
幅減衰を抑制し高感度化をはかると共に，周波数解析法として高速フーリエ変換 FFT を採用
し，2 試料同時分析へと発展させた。空気分節法の導入にあたっては，物理的脱気を行わず，
自作プログラムを用いる信号処理によって気節由来信号を除去した。構築したシステムの分
析性能を評価したのち，実試料の分析へと応用し，本分析法の検証を行った。 
最後に，長時間連続分析における AMMFA の頑健性の向上を目指し，内標準法を導入した
AMMFA も提案した。 
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第２章 振幅変調‐ロックイン検出フロー分析
法／マラカイトグリーン法によるリン
酸イオンの定量 
 
 
2.1 緒言 
 
本章では，振幅変調フロー分析法（AMFA）に，公定法[29,52]として用いられるモリブデン
ブルー法よりも反応が迅速で高感度（バッチ法での定量範囲：0.000129 ～ 0.006457 mmol 
dm-3）であることが報告[53,54]されているマラカイトグリーン（MG）法の適用を検討した。
マラカイトグリーン法は，呈色物質が光学セル窓などに吸着されやすく，正の誤差を与えるため，
フロー分析ではこれまであまり用いられなかった。周波数解析にはロックイン検出法を採用した。 
 
 
2.2 実験 
 
2.2.1 分析システム 
 
図 2.1 振幅変調‐ロックイン検出フロー分析法の流路構成 
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振幅変調‐ロックイン検出フロー分析システムの流路構成を図 2.1 に示す。流路を構成す
る細管には，PTFE チューブ（内径 0.5 mm）を用いた。送液ポンプ P1～P3には，流量可変
ポンプ（Rainin，Dynamax RP-1）を使用した。P1及び P2では内径 0.51 mm のファーメド
チューブを，P3では内径 0.79 mm の同チューブをそれぞれ使用した。P1によって送液され
る試料溶液 S の流量は，信号発生器 SG（エヌエフ回路設計ブロック，マルチファンクション
ジェネレータ WF1974）から発せられる制御信号 Vc に応じて変化する。P1 の単位電圧あた
りの流量は，約 0.25 cm3 min-1 V-1である。P2によって送液される試薬溶液の流量は 0.6 cm3 
min-1で一定である。合流点において，両液は第 3 の流路から受動的に吸引される希釈液であ
る水と合流する。下流の P3で，全流量を一定（1.2 cm3 min-1）に保っているので，水の流量
は，（全流量）－（試料と試薬の流量の和）で表わされる。総流量を一定に保持する理由は，
液の合流から紫外可視分光検出器 D（相馬光学，S3250 型）による測定までの遅延時間（lag 
time）を一定に保持するためである。この時間は，合流点から検出器内のフローセル（相馬
光学，石英製，光路長 5 mm）までの混合溶液の輸送時間にほぼ等しい（検出器の応答時間も
僅かに含まれる）。下流の温度調節器 Thermostat（温度センサー（TOP L-TN-4PT100），ヒ
ーター（TOP 5099-01，100 × 25 mm），PID 温度調節器（Toho BX303）の 3 つの部品か
ら構成される）で加温された反応コイル RC（内径 0.5 mm，長さ 50 cm）によって混合液の
呈色反応が促進される（滞留時間：4.9 s）。この吸光度（相対値）を上記検出器によって測定
する。検出信号 Vdをロックインアンプ LA（エヌエフ回路設計ブロック社，LI-5640 型）で
周波数解析することで，試料濃度に対応する周波数成分の振幅 AVdが得られる。得られた AVd
はカード型 A/D-D/Aコンバータ（Measurement Computing 社，PC-CARD-DAS16/12-A/O）
を通してディジタル化され，Microsoft Excel 形式でラップトップ型コンピュータ PC（東芝，
Dynabook Satellite 1850 SA120C/4）内に保存される。 
ロックイン検出は，複数の周波数成分から構成される信号の中から特定の周波数の信号を
検出し，その振幅を求める方法である。検出信号 Vdには，試料成分に対応する周波数の信号
だけでなく，さまざまな要因で発生する雑音由来の信号などが含まれている。ロックインア
ンプは，目的周波数付近の狭い範囲（帯域幅）での計測を行い，目的信号を減衰させること
なく，ノイズの影響を大幅に軽減させることが可能である。目的信号の周波数は制御信号 Vc
の周波数に等しいため，信号発生器 SG からロックインアンプ LA に Vcを参照信号として入
力した。検出信号 Vdからこの参照信号と同じ周波数を持つ成分を抽出し，その振幅 AVdを得
た。 
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2.2.2 プログラムの基本原理 
 
表 2.1 に主要な制御計測パラメータとその設定値の一例を示す。この場合，試料溶液 S の
流量を制御する制御信号 Vcは周期（Period）30 s，振幅（ピーク間電圧）2 V の交流波形信
号である。また，この条件のもとで得られたフローシグナルの実例を図 2.2 に示す。制御信
号 Vc，紫外可視分光検出器から得られる検出信号 Vd，ロックイン検出器によって求められた
振幅 AVd（Vdのうち，Vcと同じ周波数成分の振幅）がリアルタイムでカラー表示されるよう
プログラムされている。この場合，AVdは試料中のリン酸イオンの濃度に対応している。図 2.2
より，振幅変調によって Vdの値は変化してもその振幅 AVdは一定であることがわかる。 
 
表 2.1 制御計測パラメータ 
Collect time / min (測定時間) 1.5 
Sampling Frequency / Hz (サンプリング頻度) 10 
Vc   Peak voltage，high / V (制御信号 Vcの上限，極大値) 2 
Vc   Peak voltage，low / V (制御信号 Vcの下限，極小値) 0 
Vc   Period / s (制御信号 Vcの周期) 30 
 
 
 
 
     図 2.2 フローシグナル 
※ 試料：0.060 mmol dm-3 リン酸イオン溶液 
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2.2.3 マラカイトグリーン法 
 
マラカイトグリーン法は，酸性溶液中で，リン酸イオンとモリブデン酸アンモニウムとの
反応で生成するモリブドリン酸（3 価の陰イオン）と，1 価陽イオン状態にあるマラカイトグ
リーン(MG+)を会合させる呈色反応である[51]。この会合の間に MG+は黄色から緑色へと変
化し，イオン会合体のモル吸光係数（）は 8～9 ×104 dm3 mol-1 cm-1に達する。 
 
           H3PMo12O40 + HMG2+ → (MG+)2(H2PMo12O402-) + 2H+ 
 
 
一方で，生成するイオン会合体は疎水性が高いために沈殿しやすく，フロー系の流路内（テ
フロン配管，フローセルなど）に沈着して正の誤差を与えることが指摘されている。この対
策として，本研究では反応試薬に分散剤としてポリビニルアルコール PVA（重合度 1700）を
加え，生成物の沈殿・吸着を抑制した。PVA には呈色を安定させる作用もあるため，検出感
度の上昇も期待できる[54]。 
 
 
2.2.4 試薬および試料 
 
実験に使用した試薬は関東化学，ナカライテスク，和光純薬工業より購入した特級試薬で，
さらなる精製を行わずに用いた。試料溶液としてリン酸二水素カリウムを水に溶かし，リン
酸イオン溶液とした。モリブデン酸アンモニウム，マラカイトグリーン，H2SO4 およびポリ
ビニルアルコールをそれぞれ 0.11 mol dm-3，2.0×10-4 mol dm-3，1.26 mol dm-3および 0.05%
含む水溶液を調製し，呈色試薬溶液とした。調製に使用した水（溶媒）は，逆浸透水をザルト
リウス社製アリウム 611DI 型超純水製造装置により精製したものである。実試料として，吉
野川の第十堰（板野町），吉野川感潮域の名田橋（藍住町），そして鮎喰川の梁瀬橋（徳島市）
の 3 箇所付近で河川水試料を採取した。これら試料を平均孔径 0.45 m の使い捨てディスク
フィルタ （ー関東化学）によりそれぞれろ過し，ろ液をポリプロピレン容器中で冷蔵保存（4℃）
した。 
  
（黄色） 
 
  （黄色） 
（緑色） 
 
  （黄色） 
 13 
 
2.3 結果と考察 
 
2.3.1 分析波長の検討 
 
モリブドリン酸とマラカイトグリーンの緑色イオン対の吸収スペクトルをバッチ法により
波長 550～750 nm の範囲で測定した。極大吸収波長 625 nm を以降の実験における分析波長
とした。 
 
 
2.3.2 反応温度の検討 
 
マラカイトグリーン法の呈色反応は迅速であるが，さらに反応を促進させるために加温を
行った。15.5 mol dm-3リン酸イオン溶液の測定を行い，反応温度と分析シグナル（振幅 AV d）
との関係を検討した。検討した反応温度は，25，40，50，60℃である。 
図 2.3 に，反応温度と AV d との関係を示す。反応温度と共に AV d も上昇し， 50℃におい
て極大値となった。温度 60℃では，AV d は若干減少し，細管内には気泡の発生が見られた。
以上の結果より，50℃を最適反応温度と決定した。 
 
 
図 2.3 反応温度と振幅との関係 
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2.3.3 制御信号周期の検討 
 
試料溶液 S として 2.9 mol dm-3のリン酸イオン溶液をポンプ P1で送液した。このポンプ
を交流波形制御信号 Vcによって制御し，最大流量が 0.5 cm3 min-1，最小流量が 0 cm3 min-1
となるようにした。検討した P1の制御周期は 5，10，15，20，30 s である。 
図 2.4 に，制御信号周期と振幅 AVdとの関係を示す。周期と共に AVdも増加し，15 s 以上
の周期においてプラトーに達した。流路内でのリン酸イオン濃度の濃度勾配が急激になると，
検出器が流れの中の微小領域の情報に対して応答することがより困難になる。また，濃度勾
配が大きいほど分散（拡散及び対流）による試料濃度の均一化がより顕著に表れる[31]。これ
らが周期 15 s 未満における振幅減衰に影響していると考えられる。一方，制御周期が短いほ
ど，ロックインアンプが試料濃度の変化に正確に対応できると考えられ，この結果，より高
頻度で次々と試料を導入することが可能になる。以上の結果より，感度と測定効率を考慮し
て，15 s を最適周期と決定した。 
 
 
 
図 2.4 制御信号周期と振幅との関係 
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2.3.4 分析性能 
 
0.0 ～ 2.9 mol dm-3 のリン酸イオン溶液を試料溶液とし，検量線を作成した。リン酸イ
オン濃度（CPi）と得られた振幅（AVd）との関係を図 2.5 に○印で示す。比較のために振幅変
調を行わない連続流れ分析法（以下，従来法）でも測定を行った。この結果を△印で示す。
各々の測定法により得られた検量線（直線回帰線）は，それぞれ AVd = 40.41CPi + 0.02 (r2 = 
0.999) ，Vd = 8.47CPi + 0.00 (r2 = 0.967)となった。前者では，AVdはロックインアンプ LA
によって自動的に生信号の 50 倍に増幅されて出力される。そこで，両分析法の比較のため
に，増幅前の振幅を□印で示す。検量線から求めた両分析法の検出限界 LOD (3.3)は，それ
ぞれ 0.17 mol dm-3，1.03 mol dm-3であった。直線性（r2）と検出限界（LOD）のいずれ
についても，本法（振幅変調‐ロックイン検出フロー分析法／マラカイトグリーン法）の方
が従来法に比べて優れていることが明らかである。 
従来法では，検量線は下に凸の曲線となり，さらに測定値が分析履歴に依存するいわゆる
ヒステリシスもみられた（データは示していない）。光学セルを観察したところ，緑色の呈色
物が内壁に吸着していた。各測定の直前に，2-プロパノールにより洗浄を行うことにより，r2 
= 0.998，LOD = 0.19 mol dm-3という，振幅変調フロー分析法と同レベルの分析性能が得ら
れることがわかった。一方，本法では，呈色物の吸着によるベースラインの変動があっても，
振幅 AVd には影響がなく，ヒステリシスも見られなかった。これらの結果から，吸光度の振
幅をもとに測定を行う本法は，頻繁なシステム洗浄を行うことなく，より高感度で信頼性の
高い分析が行えると言える。 
 
 
 
図 2.5 振幅変調フロー分析法及び連続流れ分析法によるリン酸イオンの検量線 
○：振幅変調フロー分析法により得られた検出信号の振幅 AVd（LA で 50 倍に増幅） 
△：連続流れ分析法により得られた検出信号 Vd 
□：振幅変調フロー分析法により得られた検出信号の振幅 AVd（増幅前の数値）  
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2.3.5 ベースライン変動の影響 
 
前節（2.3.4 節）で述べたベースライン変動に対する本法の優位性をさらに詳しく検討する
ため，試薬溶液に種々濃度のファストグリーン（FG）を加え，意図的にベースラインを変動
させた。この FG は食用色素の 1 つであり，マラカイトグリーン法の呈色生成物と同じ極大
吸収波長 625 nm を有する。試薬溶液中の FG の濃度は 0，1.3，2.6，3.8，5.1 mol dm-3に
設定した。より低濃度の FG を含むものからそれぞれ約 150 s ずつ一定流量で送液した。な
お，試料溶液には 2.9 mol dm-3のリン酸イオン溶液を用いた。 
検出信号 Vdとその振幅 AVdの経時変化を図 2.6 に示す。FG 濃度と共にベースラインが上
昇するため Vdも上昇しているが，AVdについては FG 濃度に関わらずほぼ一定の値（0.23 ± 
0.01 V, n = 7500）が得られた。この結果から，検出信号（吸光度）の振幅をもとに定量を行
う本法は，検出信号の値そのものから定量を行う非変調の連続流れ分析法とは異なり，ベー
スライン変動の影響をほとんど受けないと結論した。 
 
 
 
図 2.6 ベースライン変動の検出信号およびその振幅への影響 
Vd：検出信号 
    AVd：検出信号中に含まれる制御信号と同じ周波数成分の振幅 
  FG 濃度(mol dm-3) ：(a) 0 , (b) 1.3 , (c) 2.6 , (d) 3.8 , (e) 5.1 
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2.3.6 共存イオンの影響 
 
表 2.2 に示す種々濃度の各種共存イオンを添加した 2.9 mol dm-3リン酸溶液を試料溶液 S
としてそれぞれ測定した。陽イオンは塩化物を，陰イオンはナトリウム塩を用いた。共存イ
オンを含まない時の分析シグナルの振幅 AVdを 100%とし，誤差が±5%以内に収まる最大の
共存イオン濃度（共存許容濃度）を求めた。 
 
表 2.2 共存イオンの濃度 
 各種共存イオン濃度 / mol dm-3 
Na+ 0 0.03 0.1 0.3 
K+ 0 0.0003 0.001 0.003 
NH4+ 0 0.0003 0.001 0.003 
Mg2+ 0 0.003 0.01 0.03 
Ca2+ 0 0.003 0.01 0.03 
Fe2+ 0 0.0001 0.0003 --------- 
Cl- 0 0.03 0.1 0.3 
HCO3- 0 0.003 0.01 0.03 
NO2- 0 0.003 0.01 0.03 
NO3- 0 0.001 0.003 0.01 
SO42- 0 0.01 0.03 --------- 
 
 
表 2.3 に，各共存イオンの共存許容濃度を示した。これらの数値は，同様の呈色反応に対
する文献値[55,56]とほぼ同じレベルであった。各共存イオンの許容濃度は，環境中の表層水
中に含まれるそれぞれの濃度[57]よりも高い。したがって，本分析法を環境水中のリン酸イオ
ンの定量に応用することは十分可能であると言える。 
  
 18 
 
表 2.3 各種共存イオンの共存許容濃度 
陽イオン(a) 共存許容濃度 / mol dm-3 陰イオン(b) 共存許容濃度/ mol dm-3 
Na+ 0.1 Cl- 0.1 
K+ 0.001 HCO3- 0.01 
NH4+ 0.001 NO2- 0.01 
Mg2+ 0.01 NO3- 0.001 
Ca2+ 0.003 SO42- 0.01 
Fe2+ 0.0001   
(a)塩化物塩 
  (b)ナトリウム塩 
   誤差 ≤ ±5% 
 
 
2.3.7 実試料分析への応用 
 
本法を実試料中のリン酸イオンの定量に応用した。濃度が 0, 1.0 または 2.0 mol dm-3に
なるようリン酸イオンを添加した河川水試料について測定し，リンの回収率を求めた。 
表 2.4 に，実試料の分析により求められたリン酸イオン濃度，そしてリン添加回収試験に
おけるリン酸イオンの添加濃度と回収率を示す。リン無添加の河川水に含まれるリン酸イオ
ンの濃度は 0.17～0.33 mol dm-3であった。これらの数値は検出限界 LOD(3.3)（0.17 mol 
dm-3）以上であるが，定量限界 LOQ(10)（0.52 mol dm-3）を下回った。公定法（モリブデ
ンブルー法）でも測定を行ったが，検出不能であった（公定法の LOD(3.3) = 0.87 mol dm-
3）。リン添加回収試験によって得られた回収率は全て良好（100 ± 5%）であった。以上の結
果から，本分析法は河川水中のリン酸イオンの定量に応用可能であると結論した。 
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表 2.4 各河川水の定量および添加回収試験 
試料 添加濃度  
/ mol dm-3 
検出濃度  
/ mol dm-3 
回収率， 
% 
吉野川 
（第十堰，板野町；淡水
域） 
0 0.17 --- 
1 1.16 96.6 
2 2.23 101.6 
吉野川 
（名田橋，板野町；感潮
域） 
0 0.33 --- 
1 1.36 103.3 
2 2.30 98.3 
鮎喰橋 
（梁瀬橋；淡水域） 
0 0.30 --- 
1 1.30 100.0 
2 2.36 103.3 
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第３章 気節‐非相分離／振幅変調多重化フロ
ー分析法による高感度定量 
 
 
3.1 緒言 
 
 第 2 章では呈色反応としてマラカイトグリーン法，周波数解析法としてロックイン検出法
を用いた振幅変調フロー分析法 AMFA によるリン酸イオンの定量を検討した。この方法で
は，多重化を行っていないため多試料の同時分析には至らなかった。そこで本章では，周波
数解析として高速フーリエ変換 FFT を用いることで多試料同時分析を可能にし（振幅変調多
重化フロー分析法 AMMFA），リン酸イオンの定量へと応用した。AMMFA[30, 31]の課題は，
流れ系内での分散のため振幅減衰が起こり，感度が低下することである。そこで，この分散
による感度の低下を防ぐため，気節分析法 [1,2]，連続フロー分析法 continuous flow 
analysis[58-60]，モノセグメントフロー分析法 monosegmented flow analysis[61-65]などに
応用されている気泡導入による液節の分節を検討した。本研究室では，戌亥らが液の流れを
気泡によって分節することで，分散を気泡で隔てられた液節内に制限し，感度低下を抑える
気節‐振幅変調多重化フロー分析法を開発した[32]。しかし，気泡をそのまま検出器に導くと
気泡由来の信号が液相信号の解析を困難にするため，検出器直前でテフロン（PTFE）製の多
孔質膜を用いて脱気する必要があった。このため，脱気から検出までの間の分散に基づく振
幅減衰は避けられなかった。 
本研究では，気泡を物理的に脱気することなく，液流とともに検出器へと導き，自作プロ
グラムによる信号処理で気泡由来信号を除去する気節‐非相分離振幅変調フロー分析法を開
発した。気泡信号を判別するために，検出信号の傾き及び液相信号からの変位について閾値
を設定し，取得信号がいずれかの閾値を超える傾きあるいは変位を与えたとき，これを気泡
信号とみなして除去した。さらに，移動平均処理によって平滑化を行い，FFT の精度向上を
はかった。まず，分析システムの構築とプログラムの作成を行い，メチルオレンジ水溶液を
試料として，基本的分析条件を最適化した。次に，マラカイトグリーン法によるリン酸イオ
ンの定量へと応用し，分析性能の評価や実試料への応用を行った。 
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3.2 空気分節 
 
 前節（3.1 節）で述べたように，振幅変調多重化フロー分析法 AMMFA では，分散による
振幅の減衰（図 3.1 の上側の図）が見られ，試料ゾーンの分散を抑制する方法を検討する必
要があることが明らかとなった。そこで，気節分析法[1,2]，連続フロー分析法 continuous flow 
analysis[58-60]，モノセグメントフロー分析法 monosegmented flow analysis[61-65]などに
応用されている気泡導入による液節の分節を AMMFA に応用した（図 3.1 の下側の図）。気
節導入により分散を気泡に隔てられた液節の範囲内にとどめることができるため，気節を導
入しない場合に比べて振幅の減衰を抑制し，より高感度な分析が可能になると期待される。 
 
 
 
図 3.1 気泡による液流の分節 
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3.3 実験 
 
3.3.1 分析システム 
 
図 3.2 流路構成 
 
基本的な流路構成を図 3.2 に示す。流路を構築するために用いた各デバイスは，特に触れ
ない限り前章で述べたものと同じである。異なる周波数の交流波形制御信号 Vc1および Vc2を
用いてポンプ P1および P2を制御し，試料 S1および S2の流量を変動させる。試料溶液は，受
動的に吸引される水(H2O)および一定流量で P3 により送液される試薬溶液と合流する。この
混合液はポンプ P4を用いて一定流量で下流に送液される。続いてポンプ P5 により空気を一
定流量で導入し，液流を気泡で分節する。相分離を行うことなく両相を紫外可視分光検出器
D（島津，SPD-10AVvp 型）へと導き測定を行う。検出信号 Vdは，AD/DA コンバータを介
してディジタル化され，ラップトップ型コンピュータ PC に取得され，Excel 形式で Vc1およ
び Vc2 とともに保存される。気泡由来信号の除去と平滑化のためのアルゴリズムを導入した
AMMFAプログラムを新たに作成した。Vdを高速フーリエ変換により周波数解析することで，
それぞれの試料濃度に対応する周波数成分の振幅 A を得る。 
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3.3.2 試薬および試料 
 
実験に使用した試薬は関東化学，ナカライテスク，和光純薬工業より購入した特級試薬で，
さらなる精製を行わずに用いた。調製に使用した水（溶媒）は，逆浸透水をザルトリウス社
製アリウム 611DI 型超純水製造装置により精製したものである。 
呈色反応試薬は，1.6×10-2 mol dm-3モリブデン酸アンモニウム，4.0×10-3 mol dm-3マラ
カイトグリーン，1.3 mol dm-3 H2SO4，および安定剤として 0.5%ポリビニルアルコール（重
合度: 2000）を含む水溶液である。試料であるリン酸イオン溶液は，リン酸二水素カリウムを
水に溶かして調製した。 
実試料として，徳島県の吉野川，人工池（徳島大学新蔵キャンパス），鮎喰川，袋井用水，
勝瑞城堀，飯尾川，中池で水試料を採取した。これら試料を平均孔径 0.45 m の使い捨てデ
ィスクフィルター（関東化学）によりそれぞれろ過し，ろ液をポリプロピレン容器中で冷蔵
保存（4℃）した。 
 
 
3.3.3 AMMFA プログラムの基本原理 
 
開発した AMMFA プログラムの主要なソフトウェアパラメータとその設定値の一例を表
3.1 に示す。この場合，S1流量を制御する信号 Vc1は，周期が 30 s，振幅（ピーク間電圧）が
1.4 Vの交流波形信号である。また，S2流量を制御する信号 Vc2は，周期が 20 s，振幅（ピー
ク間電圧）が 1.4 V の交流波形信号である。検出器からの出力信号 Vdは，振幅変調された 2
試料の情報が多重化された波形を示し，周期 60 s（= Vc1および Vc2周期の最小公倍数）の周
期信号となる。この周期が FFT 解析窓の長さとして自動的に設定される。サンプリング頻度
（Sampling frequency）は，FFT 解析窓内に 2n 個のデータを取得する必要があるために，
入力値 5 Hz が自動的に 8.53333 Hz に変換される。この理由は，FFT アルゴリズム中のバタ
フライ演算を行う際に，解析に用いるデータ数を 2R（ただし，R は整数で R ≤ n）にしなけ
ればならないからである。すなわち，解析窓中で 2n / 2R個毎のデータがピックアップされ，
こうして得られた 2R個のデータを用いて FFT 処理が行われる。表 3.1 に示した条件におい
ては，周期 60 s あたり 512（= 60 × 8.53333 = 29）個のデータが取得され，8 個毎のデータ，
計 8 個（Number of data for FFT analysis）が後述の FFT 計算に使用される。FFT が実行
される時間間隔（Interval of FFT analysis）の入力値が 2 s から 1.875 s に変換される理由
も，サンプリング頻度と同様に，FFT アルゴリズムに対応させるためである。 
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表 3.1 主要なソフトウェアパラメータ 
Collect time / min (測定時間) 3 
Sampling frequency / Hz (サンプリング頻度) 8.53333 (5) 
Vc1  Period / s (制御信号 Vc1の周期) 30 
Peak voltage，high / V (制御信号 Vc1の上限，極大値) 1.4 
Peak voltage，low / V (制御信号 Vc1の下限，極小値) 0 
Vc2  Period / s (制御信号 Vc2の周期) 20 
Peak voltage，high / V (制御信号 Vc2の上限，極大値) 1.4 
Peak voltage，low / V (制御信号 Vc2の下限，極小値) 0 
Number of data for FFT analysis (FFT に用いるデータ数) 8 
Interval of FFT analysis / s (FFT 分析を行う間隔) 1.875 (2) 
2 列目の括弧内の値は測定者が入力した値である。FFT のアルゴリズムに適するように値
が自動的に変換される。 
 
 
15 mg dm-3メチルオレンジ水溶液を試料溶液 S1および S2として用いた場合の測定結果を
もとに，本プログラムの FFT アルゴリズムについて説明する。同アルゴリズムの導入にあた
っては中村の成書[66]を参考にした。図 3.3 に，制御信号 Vc1，Vc2と検出信号 Vd（測定波長
470 nm）の経時変化を示す。Vdは周期 30 s の Vc1および周期 20 s の Vc2に基づく試料流量
の周期的変動を反映していることがわかる。この Vdは，高速フーリエ変換 FFT によって，
試料に基づく周波数成分とノイズ等に基づく他の周波数成分に分けることができる。以下に
FFT の計算式を示す。 
 
 
𝑋𝑘 =
1
𝑁
∑ 𝑥𝑛
𝑁−1
𝑛=0
exp (−𝑗
2𝜋𝑛𝑘
𝑁
)           (1) 
 
 
式（1）で，N は FFT 分析に用いるデータ数（ここでは 8）を，j は虚数単位を表す。FFT
に用いるデータ数が 2R個（R は整数）のとき，サンプリング定理により第 2R-1高調波の成分
までを意味のあるデータとして求めることができる。この定理により，8 個のデータを FFT
解析に用いる本測定では，直流成分（DC）の値と基本波成分の振幅（A1st）および第 2 から
第 4 高調波成分の振幅（A2nd，A3rd，A4th）を，以下の式(2) ~ (6)により得ることができる。 
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𝐷𝐶 = |𝑋0|                    (2) 
𝐴1st = 2 |𝑋1|               (3) 
𝐴2nd = 2 |𝑋2|              (4) 
𝐴3rd = 2 |𝑋3|               (5) 
𝐴4th = |𝑋4|                   (6) 
 
 
S1 および S2の制御周期の最小公倍数（60 s）を FFT 解析窓の長さとしているため，第 2
高調波成分の振幅 A2ndおよび第 3 高調波成分の振幅 A3rdがそれぞれ S1および S2試料溶液中
のメチルオレンジ濃度に対応する。 
 図 3.3 に示す Vdを FFT 解析した結果を図 3.4 に示す。時間経過と共に FFT 解析窓を動か
すことにより，振幅の経時変化をリアルタイムで測定することが可能である（本測定では前
述のように 1.875 s ごと）。第 2 高調波成分(A2nd)および第 3 高調波成分(A3rd) だけでなく，
基本波成分の振幅（A1st）および第 4 高調波成分の振幅（A4th）もわずかに得られている。本
実験では，A1stおよび A4thに対応する制御信号（それぞれ周期 60 s および 15 s）は用いてい
ないので，理論上これらの振幅は 0 を示さなければない。したがって，わずかに得られた A1st
および A4thは，試料の分散にともなう検出信号の波形の変化やノイズに基づく誤差によるも
のと考えられる。なお，直流成分 DC は解析窓内の検出信号 Vdの平均値に相当する。 
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図 3.3 制御信号および検出信号 
Vc1および Vc2：周期 30 および 20 s の制御信号  Vd：検出信号 
S1および S2の試料溶液は，ともにメチルオレンジ水溶液 15 mg dm-3 
 
 
 
図 3.4 高速フーリエ変換によって求めた検出信号の各周波数成分の振幅の経時変化 
DC：直流成分  A1‐A4：基本波成分および第 2 から第 4 高調波成分の振幅 
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3.3.4 信号処理による気泡シグナルの除去と平滑化 
 
テクニコン社によって開発された「オートアナライザー」は，最新機種において信号処理
による空気認識法が採用されている。これとは別に，Habig ら[67]は，コンダクタンスの変化
に基づいた信号処理の空気認識法である「バブルゲーティング」を報告した。さらに電子バ
ブルゲート[68,69]，屈折率に基づいたバブルゲート[70]やデジタルバブルゲート[71]なども
報告されている。Liu と Dasgupta はフローインジェクション抽出システムにおける水相/有
機相認識のための二波長分光測定法[72]と導電率測定法[73]を報告した。 
 本研究の気節‐非相分離振幅変調多重化フロー分析法では，多孔質膜などを利用した物理
的脱気は行わず，気泡を液流とともに検出器へと導き，信号処理で気泡由来信号の除去を行
っている。図 3.5 に示すように，気泡由来信号は信号の形状に基づいて認識される。気泡は
液節信号よりはるかに大きい検出信号を与える。そこで，検出信号 Vdの傾き（dVd/dt）お
よび液節信号からの変位（ΔVd）についてそれぞれ閾値(Threshold1, Threshold2)を設定
し，取得した Vdについて dVd/dt あるいはΔVdのいずれかあるいは両方がそれぞれの閾値を
超えたとき，この Vdを気泡ノイズとみなして排除した。この場合，直近の液節 Vdの値をそ
の時刻における Vdとした。信号処理による気泡由来信号の除去と直近の液節信号の維持の
結果，得られる検出信号は階段状になる。そこで，FFT の精度の向上のため，移動平均処
理による信号平滑化を行った。 
 
 
図 3.5 プログラム処理による気節の除去 
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3.4 結果と考察 
 
3.4.1 信号処理による相認識の最適化 
 
信号処理によって相認識を行うために，試料溶液として 15.0 mg dm-3（45.8 µmol dm-3）
メチルオレンジを用いて 2 種の閾値の最適化を行った。この検討では，図 3.2 において破線
で示した P2チャンネルおよび P3チャンネルは閉鎖した。試料溶液は P1チャンネルのみか
ら送液した。P1ポンプを交流波形制御信号 Vcによって制御し，最大流量が 0.9 cm3 min-1，
最小流量が 0 cm3 min-1となるようにした。また，P4ポンプおよび P5ポンプの流量はそれぞ
れ 1.0 cm3 min-1，0.18 cm3 min-1とした。分析波長は 470 nm である。図 3.6A は，制御周
期 30 s におけるメチルオレンジの典型的な生シグナルである。上向きの鋭いピークは気泡
に由来する信号である。信号処理による気泡信号除去を行うために，データを詳細に検討し
ながら試行錯誤を繰り返し，気泡由来信号を完全に除去することが可能な 2 種の閾値を決定
した。図 3.6 に示した例では，検出信号 Vdの傾きの絶対値として 1.0 V s-1を，そして液節
信号からの変位として 0.7 V をそれぞれ閾値として採用した。図 3.6B は，これら閾値を用
いて気相認識を行った後の検出信号を示しており，気泡由来の信号を完全に除去できている
ことがわかる。しかし，気相が認識された時刻では直近の液相信号の値を維持したため，得
られたデータは階段状のプロファイルを示した。 
 そこで，FFT の精度向上のために，階段状の脱気検出信号を移動平均処理によって平滑
化した。まず，移動平均に用いるデータの数について検討した。データとして 11，21，
31，41，51，71，101 を検討し，それぞれの結果を移動平均処理前の結果と比較した。図
3.7 に，移動平均に用いるデータ数と振幅との関係を示す。基本波成分（周期: 30 s）の振幅
A1stの相対標準偏差 RSD は，移動平均処理を行うことにより改善され，データ数が 31 点以
上でほぼ一定の値を示した。移動平均に用いるデータ数 1(移動平均処理を行わない)，11，
21，31，41，51，71，101 に対して得られた相対標準偏差 RSD は，それぞれ 3.1%, 1.9%, 
1.1%, 0.9%, 1.3%, 1.2%, 0.6%, 0.9%であった。しかし，31 点より大きな値では過度な平滑
化により，振幅 A1stは減少してしまった。移動平均に用いるデータ数 1(移動平均処理を行わ
ない)，11，21，31，41，51，71，101 に対して得られた振幅 A1stの値は，それぞれ 0.774, 
0.808, 0.807, 0.808, 0.782, 0.752, 0.710, 0.638 V であった。以上の結果より，高い振幅が得
られ，かつ RSD も小さい 31 点を最適な移動平均処理データ数と決定した。図 3.6C は，平
滑化処理後の検出信号を示している。信号処理による気泡信号除去と移動平均処理を併用す
ることにより，高い振幅を維持したまま滑らかな検出信号が得ることができた。 
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図 3.6 気節‐非相分離法における気節信号の除去 
              (A) 生シグナル 
              (B) 信号処理による気節信号除去後のシグナル 
              (C) 信号処理による気節信号除去および移動平均処理後のシグナル 
           サンプル: メチルオレンジ溶液（15 mg dm-3），Vc周期: 30 s 
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図 3.7 各移動平均に用いるデータ数に対応する分析シグナル 
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3.4.2 気節‐非相分離振幅変調フロー分析法（単一試料の分析） 
 
前節（3.4.1 節）で述べた研究において，気節‐非相分離法が確立できたので，最終目標
である多重化（多試料同時分析）を行う前に，単一試料（図 3.1 の S2の流路を閉鎖する）
による振幅変調フロー分析法 AMFA により分析性能を評価した。5 種のメチルオレンジ標
準溶液（0-15 mg dm-3）を用いて検量線を作成し，気節‐非相分離 AMFA（本法），多孔質
膜による物理的脱気を伴う気節‐相分離 AMFA[32]および気節を導入しない AMFA[30]で比
較検討を行った。P1，P4および P5ポンプの流量は，それぞれ 0 - 0.9（周期 30 s），1.0（一
定），0.18 cm3 min-1とした。P5チャンネルは，気節を導入しない AMFA では閉鎖した。気
節‐非相分離 AMFA，気節‐相分離 AMFA，AMFA の検量線および直線性は，それぞれ
A1st = 0.058 CMO + 0.001 (r2 = 0.9999)，A1st = 0.039 CMO + 0.002 (r2 = 0.9998)，A1st = 
0.033 CMO + 0.005 (r2 = 0.9990)と求められた。ここで CMOはメチルオレンジ濃度[mg dm-3]
を示す。また，検出限界 LOD（3.3σ）は，それぞれ 0.348，0.406，0.885 mg dm-3と求め
られた。 
 さらに，リン酸イオン標準溶液（0.0‐15.5 µmol dm-3）を用いて検量線を作成し，気節‐
非相分離 AMFA（本法）および AMFA で比較検討を行った。P1，P3，P4および P5ポンプ
の流量は，それぞれ 0‐0.5（周期 30 s），0.45，1.0，0.18 cm3 min-1とした。本法と AMFA
の検量線および直線性は，それぞれ A1st = 0.020 CPi + 0.011 (r2 = 0.9990)，A1st = 0.012 CPi 
+ 0.002 (r2 = 0.9980)と求められた。ここで CPiはリン酸イオン濃度[µmol dm-3]を示す。
LOD（3.3σ）は，それぞれ 0.85，1.31 µmol dm-3と求められた。 
これらの結果から，気節法と信号処理による相認識法を導入することにより，AMMFA の
感度と検出限界の改善が可能であることが示された。 
気節-非相分離 AMFA を実試料中のリン酸イオンの定量に応用した。吉野川，人工池（徳島
大学新蔵キャンパス），鮎喰川の 3 箇所の実試料を用いた。検量線は，リン酸イオン標準溶液
（0‐15.5 µmol dm-3）を用い同様の方法で作成した。それぞれの実試料に対して既知の濃度
のリン酸イオン（最終濃度として 0，5，10 µmol dm-3）を添加することにより添加回収試験
を行い，回収率を求めた。その結果，実試料のリン酸イオン濃度は全て検出限界以下であっ
た。また，添加回収試験によって得られた回収率は全て良好（100 ± 5%）であった。 
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3.4.3 気節‐非相分離振幅変調多重化フロー分析法（2 試料同時分析） 
 
気節‐非相分離法を振幅変調多重化フロー分析法 AMMFA に応用し，2 試料同時分析を行
った。5 種のリン酸イオン標準溶液を用いて検量線を作成した。試料溶液 S1として 0, 7.75, 
15.50, 23.25, 31.00 mol dm-3のリン酸イオン溶液を，S2として 31.00, 23.25, 15.50, 7.75, 0 
µmol dm-3のリン酸イオン溶液をそれぞれポンプ P1および P2（図 3.1 参照）で送液した。こ
れら P1および P2ポンプをそれぞれ交流波形制御信号 Vc１および Vc2よって制御し，ともに最
大流量が 0.25 cm3 min-1，最小流量が 0 cm3 min-1となるように設定した。P3，P4および P5
ポンプの流量は，それぞれ 0.6，1.2 および 0.13 cm3 min-1とした。S1および S2の流量は，そ
れぞれ 30 s および 20 s 周期で制御した。この場合，FFT 解析窓の長さは 60 s である。検出
信号 Vdの第 2，第 3 高調波成分の振幅は，それぞれ S1および S2のリン酸イオンの濃度に対
応する。検出信号 Vdの傾きおよび液節信号からの変位の閾値は，それぞれ 0.45 V s-1，0.35 
V とした。気節‐非相分離 AMMFA（本法）と AMMFA の検量線の結果を図 3.8 に示す。気
節-非相分離 AMMFA における S1および S2の回帰直線は，リン酸イオン濃度を C Piとする
と，A2nd = 0.0041 C Pi+ 0.0061，A3rd = 0.0033 CPi + 0.0040 となり，直線性はそれぞれ r2 = 
0.9999，0.9998 と良好であった。検出限界は，それぞれ 0.52，0.75 µmol dm-3 (16.1，23.2 
µg dm-3 as P)と求められた。一方，AMMFA における S1および S2の回帰直線は，それぞれ
A2nd = 0.0028 CPi + 0.0042，A3rd = 0.0020 CPi + 0.0040となり，直線性はそれぞれ r2 = 0.9984，
0.9930 であった。また，LOD（3.3σ）は，それぞれ 2.35 および 4.97 µmol dm-3であった。
これらのことから，気節-非相分離 AMMFA では AMMFA に比べ，S1および S2における感
度がそれぞれ 1.46 および 1.66 倍に上昇していることがわかる。S1と S2の傾きは制御周期に
依存した値を示す。これは，制御周期が短いほど試料の細管内での濃度勾配が急であり，分
散による濃度の均一化により振幅が減衰するためである[31,32]。結果として，S1（制御周期: 
30 s）に比べ S2（制御周期: 20 s）の傾きは小さな値となる。また，気節導入の効果は，より
短い周期において効果的である[32]。31.0 µmol dm-3リン酸イオンの定量おける 60 点連続し
た測定値の精度（RSD）は，S1および S2それぞれ 2.35%および 4.59%であった。図 3.9 に検
出信号のシグナル例を示す。赤は生の検出信号，紫は信号処理による脱気後の信号，緑はさ
らに平滑化を行って得られた信号である。 
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図 3.8 気節‐非相分離振幅変調多重化フロー分析法および振幅変調多重化フロー分析法によ
るリン酸イオンの検量線 
A：気節‐非相分離 AMMFA により得られた S1の検出信号の振幅 
B：気節‐非相分離 AMMFA により得られた S2の検出信号の振幅 
B：AMMFA により得られた S1の検出信号の振幅 
B：AMMFA により得られた S2の検出信号の振幅 
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図 3.9 気節‐非相分離 AMMFA における検出信号 
   サンプル: リン酸イオン溶液（11.62 µmol dm-3）， 
Vc1周期: 30 s，Vc2周期: 20 s 
  
生シグナル 
移動平均処理後 
気節信号除去後 
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3.4.4 実試料分析への応用 
 
気節-非相分離 AMMFA を実試料中のリン酸イオンの定量に応用した。袋井用水，勝瑞城
堀，飯尾川，そして中池の 4 箇所の実試料を用いた。本システムにおける連続的な測定の妥
当性を評価するために，S1 チャンネルから袋井用水，勝瑞城堀，飯尾川，中池，そして袋井
用水の順に連続的に送液した。また，各サンプルの送液時間は 5 分，サンプル交換は手動で
行った。一方，S2チャンネルからは，袋井用水を送液し続けた。Vc1および Vc2の周期は，そ
れぞれ 30 s および 20 s とした。図 3.10 および図 3.11 は，それぞれ検出信号 Vdおよび Vdの
各周波数成分の振幅を示している。図 3.11 における第 2 高調波 A2ndおよび第 3 高調波 A3rd
成分は，それぞれ S1および S2中のリン酸イオン濃度に対応している。また，本実験では，基
本波 A1stおよび第 4 高調波 A4thに対応する制御信号は用いていないので，理論上これらの振
幅は 0 となるはずであるが，分散による波形の変化やノイズによりわずかながら振幅として
求められる。試料が入れ替わった時には，一定の周期信号が無限に続くというディジタルフ
ーリエ変換の前提が崩れるので，いずれの周波数成分の振幅にも乱れが生じる。なお，直流
成分(DC)は FFT 解析窓内の検出信号 Vdの平均値に対応しており，2 試料中のリン酸イオン
の濃度に依存して変化する。図 3.10 および図 3.11 において，Vdと DC は測定過程で上向き
にドリフトしていることがわかる。このドリフトは，光学セルへのマラカイトグリーンとモ
リブドリン酸の緑色イオン対の吸着に起因する[56]。それにもかかわらず，図 3.11 に示され
るように第 3 高調波(A3rd)は，ほぼ一定の値となった。これらの結果は，AMMFA では吸光度
そのものの値ではなく吸光度の振幅に基づいて定量しているため，ロックイン検出を用いた
研究（第 2 章参照）と同様に，ベースライン変動の影響を受けにくいことを示している。 
リン酸イオン標準溶液（0‐15.5 µmol dm-3）を用い同様の方法で検量線を作成し，実試料
中のリン酸イオンの濃度を求めた。結果を表 3.2 に示す。図 3.12 の第 2 高調波（A2nd）から
得られた袋井用水，勝瑞城堀，飯尾川のリン酸イオン濃度は，それぞれ 8.26±0.33（n = 128; 
time = 80.51‐318.63 s），4.25±0.33（n = 128; tome = 448.01‐686.03 s），3.58±0.40（n 
= 128; time = 748.01‐986.13 s）µmol dm-3であった。同様の測定を再度行い，再現性を検
証した。得られた実試料濃度は，それぞれ 8.46±0.42, 4.35±0.23, 3.32±0.37 µmol dm-3で
あった。また，中池のリン酸イオン濃度は検出限界以下であった。公定法（アスコルビン酸
還元を用いたモリブデンブルー法（バッチ法）；測定波長 880 nm [52]）によりリン酸イオン
濃度を測定し比較検討を行った。公定法により得られた濃度は，それぞれ 8.273±0.056（n = 
3），4.633±0.028（n = 3），3.484±0.028（n = 3）µmol dm-3および N.D.であった。 
それぞれの試料に対して既知の濃度のリン酸イオン（最終濃度として 0 あるいは 10 µmol 
dm-3）を添加することにより添加回収試験をおこなった。参考として，各実試料の pH とア
ルカリ性過マンガン酸カリウム法によってCOD[74]を測定した。添加回収試験の結果を表3.2
に示す。袋井用水，勝瑞城堀，飯尾川，中池の pH は，それぞれ 7.0, 6.9, 7.0, 6.7 であった。
COD はそれぞれ 8.6, 10.0, 9.4, 10.1 mg dm-3と求められた。添加回収試験によって得られた
回収率は全て良好（97.5‐104.5%）であった。 
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図 3.10 2 試料中のリン酸イオンの連続測定における検出信号 Vd 
 
 
 
図 3.11 高速フーリエ変換 FFT により求めた検出信号 Vdの各周波数成分の振幅 
DC：直流成分  A1 - A4：基本波成分および第 2 から第 4 高調波成分の振幅 
第 2 および第 3 高調波成分の振幅は，それぞれ S1および S2のリン酸イオン濃
度に対応している  
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表 3.2 実試料中のリン酸イオンの定量 
Sample 
 
CPi,Add./μmol dm−3 
 
CPi,Fnd./μmol dm−3 
 
Recovery, % 
 
S1 S2 S1 S2 S1 S2 S1 S2 
A B 0 0 8.68±0.27 4.22±0.34 – – 
  8.43±0.25 4.37±0.40 – – 
10 0 18.81±0.35 4.38±0.52 101.3 – 
  18.41±0.68 4.13±0.85 99.9 – 
0 10 8.38±0.62 14.57±0.49 – 103.5 
  8.91±0.49 14.47±0.74 – 101.0 
10 10 18.42±0.86 14.67±0.82 97.5 104.5 
  18.70±0.56 14.55±0.73 102.7 101.7 
 
C D 0 0 3.53±0.36 n.d. – – 
  3.49±0.29 n.d. – – 
10 0 13.74±0.52 n.d. 102.1 – 
  13.84±0.49 n.d. 103.5 – 
0 10 3.68±0.34 10.46±0.35 – 101.3 
  3.59±0.37 10.53±0.39 – 101.9 
10 10 13.87±0.75 10.49±1.04 103.4 101.7 
  13.73±0.33 10.53±0.43 101.4 101.8 
サンプリング場所（A）袋井用水，（B）勝瑞城堀，（C）飯尾川，（D）中池 
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第４章 内標準‐振幅変調フロー分析法 
 
 
4.1 緒言 
 
 前章までの研究において明らかになったように，検出信号の値そのものからではなく，検
出信号の振幅をもとに定量を行う振幅変調多重化フロー分析法（AMMFA）は，周波数解析に
より複数の試料を同時に分析できるだけでなく，沈殿や呈色物質の光学セル窓への吸着など
によるベースライン変動の影響を受けにくいという長所を有する。しかし，一般的なフロー
分析法と同様に，分析の信頼性はポンプの性能に依存する。すなわち，ポンプやポンプチュ
ーブに起因した流量のゆらぎが生じた場合には，周波数解析によって得られた振幅もゆらぐ
ことになる。このような流量の不安定性による誤差を防ぐためには，定期的に測定を中断し，
流量校正を行ったり，標準液を用いて検量線を新たに作成したりする必要がある。そこで，
本章の研究では AMMFA の信頼性（流量のゆらぎに対する頑健性 robustness）の向上と校正
頻度の低減をめざして，内標準法の導入を検討した。内標準法は，一般的にガスクロマトグ
ラフィー，液体クロマトグラフィーあるいはキャピラリー電気泳動のような分離分析法や原
子スペクトル分析法（たとえば[75,76]）などにおいて用いられる。近年では，Gimenes らに
よってアンペロメトリーへの応用が報告されている[77]。本研究では，単試料を対象として内
標準‐振幅変調フロー分析法を検討する。原理的には，この内標準法は複数試料を対象とす
る振幅変調多重化フロー分析法にも応用可能である。以下では，主としてメチレンブルーを
内標準としたフェナントロリン吸光光度法による Fe2+の定量について述べる。 
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4.2 実験 
 
4.2.1 分析システム 
 
図 4.1 流路構成 
 
 
基本的な流路構成を図 4.1 に示す。各デバイスは，特に述べるものを除き，第 3 章で述べ
たものと同じである。総流量一定のもと目的物質 S と内標準 IS を含む試料溶液を信号発生
器 SG からの交流波形制御信号 Vcによって周期的に流動変動させながら送液し，一定流量で
導入される試薬 Rと混合・反応を行ったのち，二波長紫外可視分光検出器 D（ジーエルサイ
エンス，UV702 型）で目的成分に対する分析信号（Vd）と内標準に対する分析信号（Vd,IS）
をそれぞれ測定する。両信号をディジタル変換してコンピュータ PC に取得し，高速フーリ
エ変換により，Vc の周波数に等しい周波数成分の振幅をそれぞれ求める。それぞれの振幅の
比から目的成分の定量を行う。 
本分析法においては，目的物質と内標準物質がそれぞれ独立した検出信号を与え，それぞ
れの分析波長においてお互いが分光干渉しないことが必須である。目的物質 S と内標準物質
IS は同じ溶液に含まれているので，制御信号 Vc で流量変動をかけると両者の濃度情報は同
じ周波数で振幅変調する。したがって，目的物質に対する振幅 A1（添字の 1 は基本波成分で
あることを意味する）と内標準物質に対する振幅 A1,IS の比 A1/A1,IS をもとに定量を行えば，
長時間測定の間に P3 や P1 の送液にゆらぎが生じても，目的物質および内標準物質ともに等
しくゆらぐため，そのゆらぎによる影響を補正することができる。 
  
P1 S + IS 
D W P3 
Vc 
Vd 
SG PC 
H2O 
Vd, IS 
P2 R 
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4.2.2 試薬および試料 
 
実験に使用した試薬は，ナカライテスク，関東化学，和光純薬工業から購入した特級ある
いは分析用試薬であり，さらなる精製を行わず使用した。溶液の調製に用いた水は，逆浸透
水をザルトリウス社製アリウム 611DI 型超純水製造装置を用いて精製したものである。Fe2+
標準溶液は，硫酸鉄(II)アンモニウム六水和物（Fe(NH4)2(SO4)2・6H2O）を酢酸塩緩衝液
(pH 4.6)（100 mL中に酢酸ナトリウム 6.8 g および氷酢酸 2.88 g 含む）に溶解し調製し
た。Fe2+の定量は，1,10-フェナントロリン吸光光度法[78-80]により行った。Fe2+と 1,10-フ
ェナントロリンから生成する赤色錯イオンを 510 nm で吸光光度測定した。呈色試薬である
1,10-フェナントロリン一水和物（C12H8N2・H2O）溶液も同じ酢酸緩衝液に溶解し調製し
た。Fe2+と 1,10-フェナントロリンによる 1：3 錯体は pH 2‐9 範囲で一定かつ長時間安定
した吸光度を示す。試薬と試料の液性を揃えることは，安定な錯体形成に加えて，各試薬の
溶媒が異なる際に生じるシュリーレン現象（屈折率効果）を防止するためにも有効である。 
 
  
 41 
 
4.3 結果と考察 
 
4.3.1 内標準物質の選択 
 
4.2.1 節で述べたように内標準法の導入のためには，目的物質 S および内標準物質 IS それ
ぞれの測定波長において，互いが分光干渉しないことが必要である。本章では詳細な結果は
省略するが，本分析法の基礎的な検討を行うために使用した食用色素のエリスロシン B とタ
ートラジンでは，それぞれの極大吸収波長（428 nm および 526 nm）において，この条件が
満たされていた。Fe2+を目的物質とした実験では，有色金属イオン（Cu2+，Ni2+）や各種色素
（メチレンブルー，ファストグリーン，ブリリアントブルー，インジゴカルミン，アシッド
レッド）の吸収スペクトルを検討した結果，メチレンブルーを内標準物質として選択した。
図 4.2 および 4.3 は，測定波長 300-900 nm における 35.8 µmol dm-3 Fe2+・1,10-フェナント
ロリン錯体および 5 µmol dm-3メチレンブルーの連続スペクトルである。Fe2+・1,10-フェナ
ントロリン錯体およびメチレンブルーの極大吸収波長はそれぞれ 510nm，664 nm であり，
互いの極大吸収波長において分光干渉は見られないことがわかる。また，メチレンブルーは，
本研究で用いた濃度レベルでは Fe2+の呈色に影響（すなわち化学干渉）を与えなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.2 Fe2+反応生成物の連続スペクトル    図 4.3 メチレンブルーの連続スペクトル 
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4.3.2 フェナントロリン吸光光度法による鉄（Fe2+）の定量 
 
内標準として 10 µmol dm-3のメチレンブルーを含む 0.0‐143.2 mol dm-3の Fe2+溶液を
試料溶液とした。これを周期 20 s で，最大流量が 0.45 cm3 min-1，最小流量が 0 cm3 min-1
となるように送液した。1,10-フェナントロリン溶液を 0.5 cm3 min-1の一定流量で送液し
た。総流量は 1.0 cm3 min-1とした。分析波長は 510 nm および 664 nm（それぞれ Fe2+・
1,10-フェナントロリン錯体およびメチレンブルーの極大吸収波長）である。 
図 4.4 は，検出信号の一例であり，Fe2+濃度が 71.6 µmol dm-3の場合の結果を示す。Vd
は 510 nm における吸光度，Vd,ISは 664 nm における吸光度であり，それぞれ Fe2+・1,10-
フェナントロリン錯体およびメチレンブルーの濃度に対応している。図 4.5 は，Vdおよび
Vd,ISの振幅の比 AFe2+/AMBを Fe2+濃度に対してプロットしたものである。直線性は良好であ
り（r2 = 0.9970），その回帰直線は，AFe2+/AMB = 0.0135 CFe2+ + 0.0672 と求められた。検出
限界(3.3σ)は 14.9 µmol dm-3と得られ，35.8 µmol dm-3 Fe2+における繰り返し性は RSD = 
1.00%であった。 
 
 
 
 
図 4.4 検出信号の一例 
目的物質: 71.6 µmol dm-3 Fe2+   内標準: 10 µmol dm-3 メチレンブルー 
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図 4.5 Fe2+濃度と Fe2+・1,10-フェナントロリン錯体/メチレンブルーの振幅比との関係 
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4.3.3 試料流量のゆらぎに対する頑健性 
 
内標準として 10 µmol dm-3のメチレンブルーを含む 107.4 mol dm-3の Fe2+溶液を試料
溶液とした。試料流量がゆらいだ場合を想定して，意図的に P1ポンプの流量をゆらがせ
た。周期 20 s で正常時，流量が 0‐0.45 cm3 min-1となるように送液した。また，流量 11%
増大時， 0‐0.50 cm3 min-1，流量 11％減少時， 0‐0.40 cm3 min-1となるよう送液した。
他の実験条件は 4.3.2 節と同じである。結果を表 4.1 に示す。流量のゆらぎに応じて，
Fe2+・フェナントロリン錯体およびメチレンブルーの検出信号の振幅 AFe2+および AMBは，
6.5‐7.6％変動している。これに対し，振幅の比 AFe2+/AMBは，誤差 0.6%以内と一定の値を
示した。このことから，内標準を導入した振幅変調フロー分析法の頑健性が示された。 
 
 
表 4.1 試料流量のゆらぎの影響 
P1流量 / cm3 min-1 AFe2+ / V AMB / V AFe2+ / AMB 
正常時 0 - 0.45 0.1654 ± 0.0014 0.0909 ± 0.0010 1.8198 ± 0.0098 
11%増大 0 - 0.5 0.1537 ± 0.0008 0.0850 ± 0.0004 1.8092 ± 0.0087 
11%減少 0 - 0.4 0.1781 ± 0.0015 0.0978 ± 0.0011 1.8202 ± 0.0086 
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第５章 総括 
 
 本研究では，新規フロー分析法である振幅変調多重化フロー分析法のさらなる発展を目的
として，振幅変調‐ロックイン検出フロー分析法および気節‐非相分離振幅変調多重化フロ
ー分析法という新たなアプローチを提案し，リン酸イオンの定量へと応用した。 
 第 1 章では，振幅変調多重化フロー分析法の原理・特徴と目的物質であるリンについて概
説した。 
第 2 章では，リンの呈色反応として反応時間が短く高感度であるマラカイトグリーン法
を，周波数解析法としてロックイン検出法を用いて検討した。信号発生器，流量可変ポン
プ，紫外可視分光検出器，ロックインアンプ，コンピュータなどで構成されるシステムを構
築した。総流量一定のもと，交流波形制御信号によって流量を変動させた試料を呈色試薬と
合流させ，反応生成物の吸光度を下流で測定した。検出信号をロックインアンプに導き，制
御信号に対応する周波数成分の振幅を求め，この振幅よりリン酸イオンの定量を行った。分
析条件を最適化したシステムで得られた検量線の直線性は良好（r2 > 0.998）で，検出限界
（3.3σ）は 0.17 µmol dm-3であった。吸光度の振幅を基に測定を行う本法で，吸光度の値そ
のものより定量を行う従来法とは異なり，ベースライン変動の影響をほとんど受けないこと
が明らかになった。 
第 3 章では，周波数解析法として高速フーリエ変換を用いることにより，多試料同時分析
へと発展させた。フロー系内での管軸方向への分散による振幅減衰（感度の低下）を抑制す
るため，気泡によって液の流れを分節し，分散を各液節内に制限する気節法を検討した。物
理的脱気を行わず，気液両相とも検出器へと導き，信号処理（取得した検出信号の傾きと変
位をもとに判定）によって気泡由来信号を除去する方法を考案した。得られた液相信号を移
動平均処理によって平滑化したのち，高速フーリエ変換で解析し，各制御周期に対応する周
波数成分の振幅から 2 試料中の同時分析を行った。この気節‐非相分離 AMMFA システム
の制御，計測，解析，表示を自動化するために Excel VBA プログラムを作成した。メチル
オレンジ水溶液を試料としてシステムおよびプログラムの検証と分析条件の最適化を行った
のち，水試料中のリン酸イオンの定量へと応用した。その結果，本法は，気節を導入しない
AMMFA の場合の 1.46‐1.66 倍の感度を得ることができ，検量線の直線性は良好（r2 > 
0.999）であり，検出限界（3.3σ）は 0.75 µmol dm-3以下であった。本法を河川水等の実試
料の分析に応用し，良好な結果を得た。 
第 4 章では，振幅変調フロー分析法による長時間連続測定の際の流量のゆらぎに対する頑
健性を向上させるため，内標準法を導入した振幅変調フロー分析法も提案した。  
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